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Представлена простая и экспрессная методика идентификации и количе-
ственного определения флавоноидов в соцветиях лабазника вязолистного (Filipen-
dula ulmaria L.) методом жидкостной хроматографии. Для экстракции использует-
ся 40% этанол. Определение флавоноидов проводится на обращено-фазовой колонке 
(Zorbax SB C-18 250x4,6 мм, 5 мкм) в изократическом режиме элюирования ПФ (0,01 
M KH2PO4 pH=3,0 и ацетонитрил в соотношении 80:20 по объему), температура 
колонки 30°С.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из старейших традиций в меди-
цине является использование лекарствен-
ных средств растительного происхожде-
ния. В течение тысячелетий сотни расте-
ний успешно применяются для лечения 
и профилактики заболеваний человека. С 
каждым годом в аптеках расширяется ас-
сортимент лекарственных средств на ос-
нове растительного сырья. В последние 
годы значительно возрос интерес к лабаз-
нику вязолистному (Filipendula ulmaria L. 
(лат.); Meadow sweet (англ.)) как источ-
нику биологически активных веществ. В 
Российской Федерации трава лабазника 
вязолистного выпускается в качестве био-
логически активной добавки к пище. В Ре-
спублике Беларусь фармакопейным видом 
сырья являются трава (стандартизируется 
по содержанию эфирных масел) и цветки 
(стандартизируются по сумме флавонои-
дов) лабазника вязолистного [1]. 
На животных установлено антиокси-
дантное [2, 3], кардиопротекторное [4], 
спазмолитическое [5] и ноотропное [3, 6, 
7] действие лабазника. Химический состав 
лабазника вязолистного включает раз-
нообразные группы веществ: фенольные 
кислоты, флавоноиды, салицилаты, эфир-
ные масла, танины [2, 4-10]. Значительная 
часть фармакологических эффектов об-
условлена высоким содержанием в лабаз-
нике флавоноидных соединений, в част-
ности гликозидами кверцетина и кемп-
ферола. В траве и цветках лабазника об-
наружены следующие флавоноиды: квер-
цетин, рутин, гиперозид, кверцетин-3-О-
арабинозид, изокверцитрин, кверцетин-4'-
О-глюкозид, кверцетин-3-О-глюкуронид, 
кемпферол-4'-О-глюкозид [3, 7, 10], а так-
же кверцетин-3'-О-глюкозид [5]. Некото-
рые авторы [2] утверждают об отсутствии 
в метанольном экстракте из надземной 
части лабазника вязолистного кверцети-
на, рутина и присутствии мирицетина. Так 
что вопрос о качественном флавоноидном 
составе лабазника вязолистного является 
дискуссионным. 
В процессе стандартизации цветков 
лабазника вязолистного (спектроскопиче-
ские методы) [1,6] никак не учитывается 
количественное соотношение компонен-
тов, а проводится только количествен-
ное определение суммы флавоноидов в 
пересчете на спиреозид (кверцетин-4'-О-
глюкозид).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования выполняли на жидкост-
ном хроматографе фирмы Agilent HP 1100, 
в комплекте с системой подачи и дегаза-
ции на четыре растворителя G1311A, ди-
одно-матричным детектором G1315B, тер-
мостатом колонок G1316A, устройством 
для автоматического ввода образцов (авто-
сэмплер) G1313A. Сбор данных, обработ-
ку хроматограмм и спектров поглощения 
проводили с помощью программы Agilent 
ChemStation for LC 3D. При выборе си-
стем растворителей учитывали, что время 
проведения одного анализа растительного 
объекта не должно превышать одного часа 
и режим элюирования должен быть изо-
кратическим (т.е. состав подвижной фазы 
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не должен изменяться в течение анализа). 
В предыдущей работе были оптимизиро-
ваны условия хроматографического опре-
деления соединений флавоноидной при-
роды [11]. Для разделения предложено ис-
пользовать хроматографическую колонку 
Zorbax SB С-18 (размер частиц 5 мкм, дли-
на 250 мм, диаметр 4,6 мм, производитель 
Agilent Technologies). Система раствори-
телей: 0,01 М раствор дигидрофосфата ка-
лия (х.ч.), доведенный до значения рН=3,0 
концентрированной ортофосфорной кис-
лотой (х.ч.) и ацетонитрил (for liquid chro-
matography, «Merck») (исследовали разные 
объемные соотношения, оптимальное со-
отношение 80:20 по объему), температура 
колонки 30°С. Длина волны детекции со-
ответствовала максимумам пиков, выби-
ралась после записи спектров поглощения 
при длинах волн 190-400 нм. 
При проведении эксперимента исполь-
зовали стандартные образцы спиреозида 
(кверцетин-4’-O-глюкозида, CAS [20229-
56-5], secondary HPLC (SH)=95,6%) и квер-
цетина (CAS [117-39-5], SH=99,0%). 
Для экстракции суммы фенольных со-
единений использовались водно-спирто-
вые смеси (в различных соотношениях), 
изучали влияние таких параметров, как 
продолжительность экстракции, соотно-
шение сырья и экстрагента, а также тем-
пературы проведения экстракции. Коли-
чественное содержание суммы флавонои-
дов (%) определяли как сумму площадей 
пиков флавоноидов на хроматограммах в 
пересчете на спиреозид.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследований прово-
дили идентификацию флавоноидов в цвет-
ках лабазника вязолистного, заготовлен-
ного в Республике Беларусь (окрестности 
г. Витебска). Идентификацию проводили 
по временам удерживания и сравнению 
спектров поглощения в ультрафиолетовой 
области веществ из соцветий лабазника 
со стандартными образцами, а также со-
поставляли с литературными данными 
[11,12]. Удалось идентифицировать четы-
ре флавоноида (рисунок 1). Максимумы 
поглощения для пиков веществ (max±1 
нм): изокверцитрин (204, 256, 354); гипе-
розид (206, 256, 353); спиреозид (202, 253, 
366); неидентифицированные флавоноиды 
– 2 (202, 263, 347); 5 (196, 266, 362).
На втором этапе исследований подби-
рали оптимальные условия экстракции для 
количественного определения флавонои-
дов в растительном сырье.
При выборе концентрации спирта для 
проведения экстракции проводили серию 
опытов с водно-спиртовыми смесями с 
шагом 10%. Государственная фармакопея 
1 – изокверцитрин; 3 – гиперозид; 4 – спиреозид; 6 – кверцетин; 
2 и 5 – неидентифицированные флавоноиды
Рисунок 1– Хроматограмма водно-спиртового экстракта лабазника при длине волны 
поглощения 370 нм 
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Республики Беларусь рекомендует прово-
дить экстракцию флавоноидов 96% этило-
вым спиртом в течение 5 часов на кипящей 
водяной бане при соотношении сырье-экс-
трагент 1 : 50. В других литературных ис-
точниках в качестве экстрагента исполь-
зуется 70% этанол [3,6] или 60% метанол 
[10]. Выполненные исследования позво-
лили установить, что оптимальная кон-
центрация спирта находится в пределах 
40-60%. Как видно из рисунка 2, при ис-
пользовании 96% спирта по фармакопей-
ной методике удается извлечь около 70% 
флавоноидов по сравнению с оптимальны-
ми концентрациями спирта. В дальнейшем 
все определения проводили с использова-
нием 40% этанола.
В таблице 1 представлено изменение 
качественного соотношения флавоноидов 
в экстрактах с различным содержанием 
этилового спирта.
При исследовании соотношения сырья и 
экстрагента (1 г сырья к 10 мл, 1 : 25, 1 : 50 и 
1 : 100) оказалось, что наибольшая экстрак-
ция достигается при соотношении сырья и 
экстрагента 1 : 50 (100%), в остальных слу-
чаях экстракция составляла около 95%, 96% 
и 85% для соотношений 1 : 10, 1 : 25 и 1 : 100, 
соответственно.
Следующим шагом при разработке 
методики был выбор температурного ре-
жима экстракции. При температурах 20°С, 
40°С, 60°С и 80°С происходит линейное 
увеличение количества экстрагируемых 
флавоноидов от 90 до 95%; максимальная 
экстракция наблюдалась при использова-
нии кипящей водяной бани.
Влияние продолжительности экстрак-
Рисунок 2 – Зависимость полноты экстракции флавоноидов из соцветий лабазника 
от концентрации этанола
Концентрация 
спирта
Сумма 
флавоноидов 
в сырье, %
Качественный состав флавоноидов в % от общего содержания
Изоквер-
цитрин 2 гиперозид спиреозид 5 кверцетин
0% 10,5 10,6 1,49 2,25 63,8 8,27 13,6
10% 13,0 10,3 1,37 1,84 61,6 8,13 16,8
40% 18,6 7,05 1,32 1,66 68,2 8,33 13,5
70% 16,3 8,16 1,42 1,22 72,4 8,68 8,11
96% 13,2 7,36 1,24 0,71 73,6 8,10 9,01
Таблица 1 – Изменение качественного флавоноидного состава экстрактов при 
использовании водно-спиртовых смесей различных концентраций (n=3, P=0,95)
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ции из растительного сырья оценивали 
при температуре 90±10ºС.
Как видно из таблицы 2, оптимальное 
время экстракции составляет 2 часа. Стоит 
отметить, что при использовании после-
довательной двукратной экстракции (по 
1 часу) не происходило увеличение коли-
чественного содержания флавоноидов в 
объединенном экстракте по сравнению с 
однократной экстракцией. Кроме этого, 
при продолжительной экстракции (более 
3 часов) в экстракте увеличивалось содер-
жание кверцетина, что, возможно, связано 
с гидролизом его гликозидных произво-
дных.
Согласно Государственной фарма-
копее Республики Беларусь определение 
флавоноидов в соцветиях лабазника про-
водится спектрофотометрически по их 
сумме в пересчете на спиреозид после 
реакции с алюминия хлоридом. При этом 
стандартный образец не используется, а 
при расчетах используется поправочный 
коэффициент. По нашему мнению, при 
использовании метода жидкостной хро-
матографии для количественного опреде-
ления флавоноидов можно использовать 
в качестве стандартных образцов как спи-
реозид, так и более дешевый и доступный 
кверцетин, при этом проводить пересчет 
суммы флавоноидов на доминирующий 
в растительном сырье спиреозид. В слу-
чае использования кверцетина в качестве 
стандарта следует вводить коэффициент 
пересчета на спиреозид. Валидацию мето-
дики хроматографического определения 
проводили в соответствии с рекомендаци-
ями [1,13]. При валидации использовали 
Таблица 2 – Изменение качественного состава флавоноидов при разной 
продолжительности экстракции
Продол-
жительность 
экстракции, 
ч
Сумма
флавоноидов
в сырье, %
Качественный состав флавоноидов в % от общего содержания
изокверцитрин 2 гиперозид спиреозид 5 кверцетин
0,25 18,0 7,31 1,15 0,59 75,1 9,39 6,44
0,5 17,6 8,41 1,16 0,87 73,6 8,99 6,95
1 17,1 8,46 1,20 1,08 73,7 9,09 6,48
2 18,6 7,92 1,34 1,41 72,9 8,62 7,77
3 17,8 8,16 1,32 1,43 72,4 8,58 8,08
6 17,3 9,31 1,50 1,54 71,1 8,40 8,13
стандартные образцы спиреозида и квер-
цетина. 
Специфичность подтверждалась со-
впадением времен удерживания пиков 
спиреозида и кверцетина на хромато-
граммах раствора стандартного образца 
спиреозида и кверцетина и испытуемых 
образцов ЛРС и отсутствием пиков на 
хроматограмме используемого раствори-
теля (40% этанол). Для оценки специфич-
ности использовали такой параметр, как 
спектральная чистота пиков спиреозида и 
кверцетина в растительном сырье (более 
99,9%), а также селективность (α>1,1) и 
коэффициент разрешения пиков спиреози-
да (Rs>2,1), кверцетина (Rs>2,4) и других 
пиков на хроматограмме. Эффективность 
разделения по пику спиреозида составляла 
более 10 тысяч теоретических тарелок, для 
кверцетина – более 12 тысяч теоретиче-
ских тарелок, коэффициенты асимметрии 
около 0,75 и 0,82, соответственно.
Линейность методики определяли пу-
тем пятикратного построения градуиро-
вочного графика в диапазоне концентра-
ций растворов спиреозида и кверцетина 
10-2500 мкг/мл и 5,6-0500 мкг/мл, соот-
ветственно (рисунок 3).
Воспроизводимость (сходимость ре-
зультатов анализа) проверяли путем мно-
гократного повторения методики опреде-
ления на одном сырье (n=7, Р=0,95). Со-
держание суммы флавоноидов в пересчете 
на спиреозид составило 18,6±0,8%, в пере-
счете на кверцетин – 12,3±0,8.
Робастность проверяли путем изме-
нения температуры колонки (30±5ºС), зна-
чения рН буферного раствора (3,0±0,5). 
Значения суммы площадей пиков флаво-
ноидов статистически различались незна-
чительно (100±0,5% отн.).
Правильность методики проверяли 
методом стандартных добавок. Данные 
приведены в таблице 3.
Стабильность растворов спиреозида 
и кверцетина (РСО) проверяли при хране-
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нии в течение 24 часов при температуре 
20±5ºС. Статистически значимых разли-
чий зафиксировано не было. 
Стабильность полученных экстрактов 
оценивали при хранении в течение трех 
суток при комнатной температуре с пери-
одическим переконтролем. Пробы оказа-
лись стабильны – уменьшение содержания 
индивидуальных веществ составило не 
более 15% для изокверцитрина и второго 
вещества, что можно объяснить их частич-
ным гидролизом по гликозидной связи; 
для остальных не превышало 3%, суммар-
ное содержание уменьшилось на 1,4%.
Таким образом, после проведения ва-
лидационных процедур мы предлагаем 
методику: 
В круглодонную колбу со шлифом по-
мещают 0,5000 г измельченного (180 мкм) 
растительного сырья (точная навеска), 
прибавляют 25,0 мл 40% этанола, взве-
шивают на весах с точностью до 0,01 г и 
нагревают на кипящей водяной бане с об-
ратным холодильником. Нагревание про-
должают в течение 2 часов, периодически 
перемешивая, затем охлаждают и взвеши-
вают на весах. При необходимости дово-
дят по массе 40% этанолом и перемешива-
ют. Содержимое фильтруют через фильтр 
с диаметром пор 0,45 мкм и 10 мкл инжек-
тируют в хроматограф.
Приготовление раствора рабочего 
стандартного образца (РСО). Навеску 
0,0250 г спиреозида помещают в мерную 
Рисунок 3 – Градуировочный график зависимости аналитического сигнала (площадь 
пика) от количества введенного вещества 
Содержание 
флавоноидов 
в экстракте 
растительного 
сырья (мкг/мл)
Добавлено 
спиреозида 
(мкг/мл)
Обнаружено 
суммы 
флавоноидов 
(мкг/мл)
Обнаружено, 
%
Воспроизводимость 
(RSD, %)
спиреозид
1270 500 1730 97,8 2,1
1270 1250 2490 98,9 1,3
1270 1875 3170 100,9 1,6
кверцетин
 308,0 200 510 100,4 0,7
308,0 300 604 99,4 1,1
308,0 400 720 101,7 2,4
Таблица 3 – Правильность методики определения (n=3, P=0,95)
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колбу объемом 25,0 мл и растворяют в 40% 
этаноле, доводят до метки 40% этанолом. 
Содержимое фильтруют через фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм и 10 мкл инжек-
тируют в хроматограф. Приготовленный 
раствор РСО годен в течение 24 часов.
Ра счет количественного содержания 
суммы флавоноидов (%) проводят в пере-
счете на спиреозид как средний результат 
пяти измерений по формуле 1:
)100(
10000
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X
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 где S
1
 – сумма площадей шести 
пиков флавоноидов на хроматограмме 
испытуемого образца;
S
2
 – площадь пика спиреозида на хро-
матограмме РСО;
g
1
 – навеска сырья, г;
g
2
 – масса спиреозида в растворе РСО, г;
W – влажность сырья, %.
Также в качестве РСО можно исполь-
зовать кверцетин. Раствор РСО кверцети-
на готовится аналогично раствору РСО 
спиреозида, при расчетах используется 
поправочный коэффициент пересчета 
кверцетина на спиреозид, установленный 
экспериментально, и равный 1,51.
Апробация методики. Методика 
апробирована на пяти различных сериях 
соцветий лабазника. В качестве метода 
сравнения использовался фармакопейный 
метод анализа (спектрофотометрия). Ре-
зультаты приведены в таблице 4.
Производитель Содержание флавоноидов, %
Фармакопейный 
метод
ЖХ (в пересчете на 
спиреозид)
Соцветия лабазника, заготовлены в Витебской 
области, Республика Беларусь, июль 2009 года
13,2±0,7 18,6±0,8
Соцветия лабазника, заготовлены в Витебской 
области, Республика Беларусь, июль 2010 года
10,3±0,5 14,5±0,6
Соцветия лабазника, заготовлены в Витебской 
области, Республика Беларусь, июль 2011 года
12,3±0,4 17,3±0,6
Соцветия лабазника, заготовлены в Минской 
области, Республика Беларусь, июль 2011 года
13,1±0,5 18,3±0,4
Соцветия лабазника, заготовлены в Псковской 
области, Российская Федерация, июль 2011 года
8,7±0,8 12,2±0,7
Таблица 4 – Результаты количественного определения флавоноидов в соцветиях 
лабазника (n=3, P=0,95)
ВЫВОДЫ
Разработана простая и экспрессная, по 
сравнению с Государственной фармакопе-
ей Республики Беларусь, методика иден-
тификации и количественного определе-
ния флавоноидов в соцветиях лабазника 
вязолистного. Общее время пробоподго-
товки занимает не более двух часов (по 
Государственной фармакопее Республики 
Беларусь пять часов), при этом обеспечи-
вается более полное извлечение действу-
ющих веществ из растительного сырья 
(примерно в 1,3-1,5 раза). Методика может 
использоваться для стандартизации соцве-
тий лабазника вязолистного.
SUMMARY
D.V. Moiseev 
DEVELOPMENT AND VALIDATION 
THE METHOD OF QUANTIFICATION 
OF FLAVONOIDS IN MEADOW 
SWEET FLOWERS BY LIQUID 
CHROMATOGRAPHY 
Simple and fast procedure for identi cation 
and assay of  avonoids in Meadow sweet 
 owers (Filipendula ulmaria L.) by HPLC 
is described. For the determination a 40% 
alcohol and RP column (Zorbax SB C-18 
250×4,6 mm, 5 mcm); a mobile phase 0,01М 
potassium dihydrophosphate (рН=3,0) and 
acetonitrile in the ratio 80:20 (v/v) (isocratic 
elution); column temperature 30°С are used. 
Keywords: Meadow sweet, Filipendula 
ulmaria L., HPLC,  avonoids, spiraeoside, 
quercetin.
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